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DESCRIPCION

COMPOSICION DESINFECTANTE

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencién se encuadra en el sector de la industria alimentaria, en el ambito
sanitario o incluso puede ser usada a nivel doméstico. Concretamente, la presente
invencion hace referencia a una composicion desinfectante, sin agentes bactericidas
téxicos o contaminantes del medio ambiente, aplicable en cualquier tipo de utensilio o
superficie expuesta a la contaminacién bacteriana. La composiciéon de la invencion
también puede ser usada para el tratamiento de pacientes aquejados de infecciones

bacterianas y/o de pacientes con intoxicaciones causadas por metales pesados.

ESTADO DE LA TECNICA

Una biopelicula, biofilm, tapiz bacteriano o tapete microbiano es un ecosistema
microbiano organizado, conformado por uno o varios microorganismos asociados a una
superficie viva o inerte, con caracteristicas funcionales y estructuras complejas. Este tipo
de conformacion microbiana ocurre cuando las células se adhieren a una superficie o
sustrato, formando una comunidad, que se caracteriza por la excrecion de una matriz

extracelular adhesiva protectora.

Una biopelicula puede contener aproximadamente un 15% de células y un 85% de matriz
extracelular. Esta matriz generalmente esta formada de exopolisacaridos, que forman
canales por donde circulan agua, enzimas, nutrientes y residuos. Alli las células
establecen relaciones y dependencias: viven, cooperan y se comunican a través de
sefiales quimicas (percepcion de quérum), que regulan la expresion de genes de manera
diferente en las distintas partes de la comunidad, como un tejido en un organismo

multicelular.

Se ha encontrado que mas del 60% de las infecciones bacterianas son causadas por
biopeliculas. Por este motivo, han sido ampliamente estudiadas y se consideran una
amenaza clinica contundente ya que son capaces de crecer en catéteres e utensilios
meédicos y quirurgicos. En el ambito sanitario es donde hay mas susceptibilidad a

infecciones nosocomiales.
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Ademas del ambito clinico o sanitario, es importante tener en cuenta la formacién de
biopeliculas en las superficies y utensilios usados tanto a nivel doméstico como en la
industria alimentaria. Particularmente, las biopeliculas asociadas a las superficies usadas
en la industria alimentaria, suponen un problema de mucha relevancia porque dichas
biopeliculas pueden llegar a estar en contacto con los alimentos, pudiendo causar
enfermedades en el consumidor una vez ingeridos dichos alimentos contaminados.
Ademas, dichas biopeliculas pueden causar pérdidas econdmicas importantes debido a
que los alimentos contaminados son desechados para evitar enfermedades asociadas a

SuU consumo.

Por otro lado, es importante tener en cuenta los problemas asociados con el incremento
de la resistencia a antimicrobianos y la resistencia cruzada entre los antibidticos (usados
en terapia) y biocidas (usados como desinfectantes). Las formulas de los desinfectantes
deberian estar basadas en componentes que no creen resistencia a largo plazo, ya que
esto dificultaria los tratamientos terapéuticos de las infecciones con patégenos que cada
vez son mas resistentes e invencibles. Actualmente, el problema de resistencia a
antibioticos es uno de los mas alarmantes en la Comunidad Europea debido a las
muertes causadas por bacterias multirresistentes (aproximadamente 25000 personas por

ano en Europa) y también por el elevado coste de los tratamientos terapéuticos.

En el estado de la técnica se ha descrito mucha informaciéon relativa a diversas
composiciones que permiten eliminar las biopeliculas. Sin embargo, las composiciones
desinfectantes presentes en el estado de la técnica suelen contener entre sus
componentes surfactantes y detergentes que son toxicos y contaminantes para el medio

ambiente.

Por lo tanto, se considera indispensable desarrollar una composiciéon capaz de eliminar
y/o evitar la formacion de biopeliculas de microorganismos patégenos de forma eficaz,
pero que al mismo tiempo sea una composicién que no comprenda agentes bactericidas
téxicos, ni contaminantes para el medio ambiente, y que tampoco comprenda
componentes responsables de generar resistencias microbianas. La consecucion de esta
composicion ayudaria a la eliminacion eficaz de estos patégenos formadores de
biopeliculas en las diferentes superficies, interrumpiendo por ejemplo el proceso de
diseminacion y de transmision de los agentes infecciosos tanto al personal sanitario como
a los pacientes en el ambito clinico y la contaminacion de los alimentos en la industria

alimentaria.
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Por lo tanto, a la hora de evaluar el estado de la técnica, es muy importante considerar

que la composicion de la invencion se caracteriza por no_comprender agentes

bactericidas téxicos. Particularmente, la composicion de la invencibn no comprende
agentes bactericidas téxicos seleccionados de la lista: fenoles, metales pesados,
aldehidos y detergentes. Particularmente, la composicion de la invencion no comprende
agentes bactericidas toxicos seleccionados de la lista: acido mandélico, acido peracético,
SDS, cloruro de cetilpiridinio, Sodio Cocoyl Sarcosinato, Lauril sarcosinato de sodio y/o

Sodio dodecil difenil éter disulfonato.

En este sentido, se menciona como estado de la técnica al documento WO/1993/002973
donde se ejemplifican (ver ejemplos 1 a 10) composiciones que comprenden peroxido de
hidrogeno, acido lactico y EDTA. Sin embargo, es importante hacer notar que todas las
composiciones divulgadas en WO/1993/002973 comprenden concentraciones de dichos
tres componentes diferentes a la presente invencion y, ademas, comprenden compuestos
toxicos tales como: acido peracético (acido acido peroxiacético) y acido acético glacial.
En particular, la exposicion al acido peracético puede causar irritacion en la piel, ojos y
sistema respiratorio, y una exposicion mayor o a largo plazo puede causar dafo
permanente a los pulmones. Ademas, ha habido casos de asma ocupacional causados
por el acido peracético. Por lo tanto, la composicion de la invencion, al no comprender
ninguno de estos compuestos toxicos, se diferencia claramente del documento
WO0/1993/002973. Es importante hacer notar que la composicién desinfectante de la
invencion se utiliza fundamentalmente en el sector de la industria alimentaria, en el
ambito sanitario o incluso puede ser usada a nivel doméstico. Por lo tanto, es de vital
importancia que la composicién no comprenda agentes toxicos tales como los incluidos
en las composiciones divulgadas en WO/1993/002973. Aunque en la pagina 8 linea 31 a
pagina 9 linea 3 de WO0/1993/002973 se menciona la exclusién de compuestos como
fenoles y aldehidos de la composicién, sin embargo, segun ese mismo parrafo, la
eliminacion de fenoles y aldehidos se realiza para aumentar la actividad de acidos tales
como el acido peroxiacético (acido peracético). Por lo tanto, de este parrafo se deduce
que el acido peroxiacético (acido peracético) y/o el acido acético glacial estan siempre
presentes en las composiciones divulgadas en WO/1993/002973, tal y como se evidencia
en los ejemplos 1 a 10). Por otro lado, también se menciona el documento
US2009312279. En este documento, particularmente en la Tabla 1, se divulgan diferentes
combinaciones de tres componentes. Sin embargo, US2009312279 no divulga los tres
componentes peroxido de hidrégeno, acido lactico y EDTA en combinacion. Este

documento divulga que sus composiciones pueden comprender acido lactico entre otros



10

15

20

25

30

35

ES 2717798 B2

acidos, pero no divulga una combinacion de dicho acido lactico con peroxido de
hidrogeno y EDTA. Por otro lado, debe de tenerse en cuenta que atendido a la Tabla 1 de
US2009312279, las composiciones que tienen algun componente de los incluidos en la
composicion de la presente invencidn, van ademas acompafiados de compuestos
conocidos en el estado de la técnica por su toxicidad. A modo de ejemplo se identifican
los siguientes:

-Acido naftaleno-2-sulfonico: es contaminante ambiental y xenobiotico, causa dafos en
los ojos y quemaduras en la piel. También, puede causar cancer. Es corrosivo.

-Acido Usnico: esta relacionado con hepatotoxicidad grave e insuficiencia hepatica. La
ingesta oral diaria de 300-1350 mg durante un periodo de semanas ha provocado
hepatotoxicidad grave en varias personas.

-HEDP: tiene un fuerte efecto corrosivo sobre la piel y las membranas mucosas.
-Nerolidol: puede provocar sensibilizacion por contacto con la piel. Es nocivo ya que
puede causar dafo pulmonar si se ingiere. Irritante para los ojos, las vias respiratorias y
la piel. Toxico para los organismos acuaticos, puede causar efectos adversos a largo
plazo en el medio ambiente acuatico.

-Aminopropil dodecilamina: provoca quemaduras graves. Es nocivo: riesgo de efectos
graves para la salud en caso de exposicion prolongada por ingestion.

-Lauril dimetilamina 6xido: la aspiracion puede causar irritacion de la via aérea superior y
dificultad respiratoria, mas a menudo en nifios pequenos. La lesién corneal se ha
reportado después de la exposicién ocular.

-2-Hidroxipropil-B-Ciclodextrina: puede ocasionar inflamacién de los pulmones.

-Cloruro de alquil dimetil bencil amonio: es ampliamente téxico, produce lesiones

oculares, etc.

Por otro lado, US2009312279 se dirige a la eliminacion de bacterias individuales [0022] a
diferencia de la presente invencion donde se consigue la eliminacién total del biofilms
formados por un céctel de bacterias. Ademas, tal y como se muestra en los ejemplos de
la presente invencion, la composicion de la invencidon permite eliminar bacterias
formadoras de esporas tales como Bacillus cereus, sin embargo US2009312279 no
divulga la posible eliminacion de bacterias formadoras de esporas. Asi, en la presente
invencion, a diferencia de US2009312279 se eliminan Staphylococcus aureus y
Escherichia coli, asi como Bacillus cereus, Listeria monocytogenes, Enterococcus

faecalis y Salmonella.
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Por lo tanto, se puede concluir que no se ha localizado ningun documento del estado de
la técnica que divulgue una composicién que j) comprenda peroxido de hidrégeno, acido
lactico y EDTA (particularmente a las concentraciones usadas en la presente invencion y
ii) que no incluya compuestos bactericidas toxicos. Ademas, no se ha localizado ningun
documento en el estado de la técnica donde se divulgue la composicién de la invencion
para la eliminacién completa de biofiims formados por un céctel de bacterias que

comprende, entre otras, bacterias formadoras de esporas.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

Breve descripcion de la invencién

En la presente invencién, se investigo el efecto de una composicion desinfectante que
comprende acido lactico, peréxido de hidrégeno y EDTA (en adelante composicién de la
invencion) sobre biopeliculas compuestas por bacterias Gram-positivas o Gram-
negativas, y también sobre biopeliculas mixtas formadas por multiples especies. Estas
biopeliculas son muy resistentes a los diferentes tratamientos aplicados debido a la baja
difusion de los agentes antimicrobianos en la matriz de exopolisacaridos producidos por
los mismos microorganismos. La composicidon de la invencion permite evitar el desarrollo
de estas biopeliculas y también eliminarlas una vez establecidas sobre diferentes
superficies. La composicién de la invencion permite la solubilizacién de la estructura de la
biopelicula y la difusion de los agentes antimicrobianos que actuan sinérgicamente para

destruir los microorganismos que componen dicha estructura.

La composicién de la invencion resulta ser muy eficaz en la eliminacién de biopeliculas y
se caracteriza por no contener agentes bactericidas téxicos ni contaminantes del medio
ambiente. La composicién de la invencién comprende componentes naturales producidos
por las bacterias del acido lactico, bacterias con el estatus GRAS “Generally Recognized
As Safe”, con efecto antimicrobiano tales como el perdxido de hidrogeno y el acido
lactico, lo cual lo califica como producto natural con efectos antimicrobianos. Por otro
lado, los componentes incluidos en la composicion de la invencién no tienen una diana
especifica y por lo tanto no se crean resistencias bacterianas tras sucesivas aplicaciones
tal como si ocurre con los compuestos de amonio cuaternario (cloruro de cetilpiridinio por
ejemplo). Es importante indicar que el peréxido de hidrégeno se degrada rapidamente a

oxigeno y agua. Asi, este componente no supone ningun riesgo para el medio ambiente
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como contaminante. Por su parte, el acido lactico como ingrediente natural respetuoso

con el medio ambiente se degrada facilmente en CO,, CO y CHa.

Particularmente la composicién de la invencion comprende:

e Dos agentes bactericidas: el acido lactico y el peroxido de hidrogeno. El acido
lactico es un agente antimicrobiano con un amplio espectro de accidn que se usa
en la industria alimentaria por su poder acidulante mas que antimicrobiano. En
cuanto al peroxido de hidrégeno es un potente agente oxidante y un agente
bactericida que permite en primer lugar debilitar la integridad de la biopelicula
para asi ejercer su accion bactericida sobre los microorganismos embebidos en
dicha estructura. Ambos antimicrobianos actuan sinérgicamente para eliminar
todos los microorganismos.

e EDTA como agente quelante e inhibidor de las bombas de eflujo. EI EDTA actua
con el objetivo de extraer iones de la membrana de las bacterias tanto Gram-
negativas como Gram-positivas y asi facilitar la accién bactericida de los agentes
bactericidas empleados. Ademas actua como inhibidor de bombas de eflujo de los
antimicrobianos (responsables de la resistencia inespecifica) y asi incrementa la

susceptibilidad de las bacterias a la accion bactericida de los antimicrobianos.

Los tres componentes actuan sinérgicamente a concentraciones precisas para eliminar
todos los microorganismos incluso las bacterias esporuladas tales como Bacillus cereus
cuya eliminacion es un reto para la industria alimentaria debido a la resistencia de sus

esporas tanto a tratamientos fisicos como quimicos.

El tiempo de contacto con las superficies altamente contaminadas (107-108 UCF/ml) debe
ser al menos de 2 minutos, preferentemente entre 5-15 minutos, para reducir mas del
99% de la poblacion microbiana de la biopelicula. El acido lactico y el peréxido de
hidrogeno se encuentran entre las sustancias antimicrobianas producidas por las
bacterias del acido lactico (BAL). El acido lactico, como producto de fermentacién unico o
predominante en las BAL, desempefia un papel crucial en la conservacion de alimentos,
donde se produce hasta en un 8% en el proceso de fermentacion. El efecto
antimicrobiano del acido lactico es capaz de inhibir el crecimiento bacteriano a través de
la accion disruptiva en la membrana citoplasmatica que conduce a la pérdida de fuerza

motriz del proton y a la filtracion de iones intracelulares y constituyentes de bacterias



10

15

20

25

30

35

ES 2717798 B2

Gram-positivas y Gram-negativas. Ademas, desde el punto de vista de la seguridad, no
se considera que el acido lactico esté asociado a riesgos crénicos para la salud y no

represente ningun riesgo para el medio ambiente.

Asi, la composicidn de la invencion permite resolver tres importantes problemas
asociados con la desinfeccion de superficies: i) es capaz de eliminar las biopeliculas de
forma eficaz en tiempos muy cortos de al menos 2 minutos, preferentemente entre 5-15
minutos, ii) no contiene agentes bactericidas toxicos usados en la mayoria de los agentes
desinfectantes debido a su poder desestabilizante de la integridad de la biopelicula pero
que al mismo tiempo estan asociados con un alto grado de toxicidad y contaminacién del
medio ambiente vy iii) es capaz de inhibir las bombas de eflujo responsables de la
resistencia de las bacterias a agentes antimicrobianos. Al tener solo agentes
antimicrobianos con dianas no especificas, no crea resistencia tras repetidas aplicaciones
como ocurre por ejemplo con los biocidas de amonio cuaternario que se usan en las

diferentes formulaciones tales como cetilpiridinio.

Por lo tanto, la composicion de la invencion puede ser aplicada para la eliminacion de
biopeliculas comprendidas por los microorganismos patdégenos en el sector sanitario, la
industria alimentaria e incluso el hogar. En el sector de la industria alimentaria, la
composicién de la invencion se puede utilizar para descontaminar superficies donde se
manipulan, se producen o se envasan alimentos. Ademas, se pueden desinfectar las
maquinarias o instrumentos usados en estos ambientes. En este sentido, las empresas
de la industria alimentaria, mataderos e incluso areas de venta de los alimentos pueden
tener interés en este tipo de productos especialmente cuando se trata de un producto que
carece de toxicidad o peligro para crear resistencias microbianas. En el sector sanitario o
clinico, su uso también permite descontaminar superficies e instrumentos para evitar el
desarrollo de biopeliculas o eliminarlas una vez establecidas. Por lo tanto, se evitaria el
contagio y las infecciones nosocomiales que se pueden originar en este ambiente. A
nivel doméstico, es importante destacar que la composicion de la invencion ofrece un alto
poder desinfectante siendo un producto natural, lo que hace que carezca de toxicidad. La
composicion de la invencion también puede ser usada para el tratamiento de pacientes
aquejados de infecciones bacterianas y/o de intoxicaciones causadas por metales

pesados.

Por lo tanto, el primer aspecto de la presente invencion hace referencia a una

composicion que comprende peréxido de hidrégeno, acido lactico y EDTA, caracterizada
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por no comprender agentes bactericidas téxicos. En un aspecto preferido, la composiciéon
de la invencioén se caracteriza por no comprender fenoles, metales pesados, aldehidos y
detergentes. En un aspecto preferido, la composicion de la invencion se caracteriza por
no comprender: acido mandélico, acido peracético, SDS, cloruro de cetilpiridinio, Sodio
Cocoyl Sarcosinato, Lauril sarcosinato de sodio, Sodio dodecil difenil éter disulfonato. En
un aspecto preferido, la composicién de la invencién comprende: al menos 3-6% de
peroxido de hidrogeno, al menos 2.2-4.4% de acido lactico y al menos 12.5-25 mM de
EDTA. En un aspecto preferido, la composiciéon de la invencion comprende: 6% de
peroxido de hidrogeno, 4.25% de &cido lactico y 25 mM de EDTA.

El segundo aspecto de la presente invencién hace referencia a una composicion que
comprende agentes bactericidas que consisten exclusivamente en peréxido de hidrégeno
y acido lactico, y un agente quelante inhibidor de la bomba de eflujo por ejemplo el EDTA.
En un aspecto preferido, la composicién de la invencion comprende dos agentes
bactericidas que consisten en al menos 3-6% de perdxido de hidrégeno y al menos 2.2-
4.4% de acido lactico y como agente quelante inhibidor de la bomba de eflujo al menos
12.5-25 mM de EDTA. En un aspecto preferido, la composicion de la invencion
comprende dos agentes bactericidas que consisten en 6% de peroxido de hidrogeno y
4.25% de acido lactico y como agente quelante inhibidor de la bomba de eflujo 25 mM de
EDTA.

El tercer aspecto de la presente invencion hace referencia a una composicion que
comprende al menos dos agentes bactericidas que consisten en peréxido de hidrogeno y
acido lactico y EDTA como agente quelante inhibidor de la bomba de eflujo. En un
aspecto preferido, la composicion de la invencion comprende al menos dos agentes
bactericidas que consisten en al menos 3-6% de perdxido de hidrégeno y al menos 2.2-
4.4% de acido lactico y como agente quelante inhibidor de la bomba de eflujo al menos
12.5-25 mM de EDTA. En un aspecto preferido, la composicion de la invencion
comprende al menos dos agentes bactericidas que consisten en 6% de peroxido de
hidrogeno y 4.25% de &acido lactico y como agente quelante inhibidor de la bomba de
eflujo 25 mM de EDTA.

El cuarto aspecto de la invencion hace referencia a un método ex vivo (fuera del cuerpo
humano o animal) para la eliminacion de biopeliculas conformadas por al menos una
bacteria, en cualquier utensilio o superficie, que comprende la aplicacion de la

composicién de la invencion arriba descrita. En un aspecto preferido, la composicién de la
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invencion se aplica a la biopelicula al menos durante 2 minutos, preferentemente entre 5
y 15 minutos. En un aspecto preferido, las bacterias que conforman la biopelicula, que
serian eliminadas por la composicion de la invencion, se seleccionan del grupo que
comprende: Staphylococcus aureus CECT 4468, Listeria monocytogenes CECT 4032,
Enterococcus faecalis S-47, Bacillus cereus CECT 5148, Escherichia coli CCUG 47553 y
Salmonella Enteritidis UJ3449.

El quinto aspecto de la presente invencién hace referencia al uso ex vivo de la
composicién de la invencién como desinfectante. En un aspecto preferido, la invencion
hace referencia al uso de la composicion de la invencion para la eliminacion de
biopeliculas conformadas por al menos una bacteria. En un aspecto preferido la
composicién se aplica a la biopelicula al menos durante 2 minutos, preferentemente entre
5y 15 minutos. En un aspecto preferido las bacterias que conforman la biopelicula son:
Staphylococcus aureus CECT 4468, Listeria monocytogenes CECT 4032, Enterococcus
faecalis S-47, Bacillus cereus CECT 5148, Escherichia coli CCUG 47553 y Salmonella
Enteritidis UJ3449.

El sexto aspecto de la presente invencidn hace referencia a la composicién de la
invencién para ser usada como medicamento, particularmente en el tratamiento de
pacientes aquejados de infecciones bacterianas y/o de intoxicaciones causadas por
metales pesados. En un aspecto preferido, la bacteria se selecciona de la lista que
comprende: Staphylococcus aureus CECT 4468, Listeria monocytogenes CECT 4032,
Enterococcus faecalis S-47, Bacillus cereus CECT 5148, Escherichia coli CCUG 47553 y

Salmonella Enteritidis UJ3449. En otro aspecto preferido, el metal pesado es Cadmio.

Es importante destacar que, en un aspecto particularmente preferido, la composicién de
la invencion comprende unas concentraciones o cantidades precisamente establecidas
con el objetivo de conseguir un efecto sinérgico entre sus componentes que dé lugar a la
consecucion de un triple efecto técnico: i) eliminacién de la biopelicula en tiempos muy
cortos de al menos 2 minutos, preferentemente entre 5-15 minutos, ii) sin generar
toxicidad e iii) inhibiendo al mismo tiempo las bombas de eflujo responsables de la
resistencia de las bacterias a agentes antimicrobianos. Las concentraciones o cantidades
precisamente establecidas para conseguir dicho efecto sinérgico son: al menos 3-6% de
peroxido de hidrogeno, al menos 2.2-4.4% de acido lactico y al menos 12.5-25 mM de
EDTA. En un aspecto preferido, la composicion de la invencion comprende 6% de
peroxido de hidrogeno, 4.25% de acido lactico y 256 mM de EDTA.

10
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A los efectos de la presente invencion se definen los siguientes términos:

o El término "que comprende" significa que incluye, pero no se limita a lo que sigue
a la palabra "que comprende". Por lo tanto, el uso del término "que comprende"
indica que los elementos enumerados son obligatorios u obligatorios, pero que

otros elementos son opcionales y pueden o no estar presentes.

e Por "que consiste en" se entiende que incluye, y se limita a lo que sigue a la frase
"que consiste en". Por lo tanto, la frase "que consiste en" indica que los elementos

enumerados son obligatorios, y que no pueden estar presentes otros elementos.

e Por “desinfectante” se entiende un producto que permite eliminar, o permite evitar
el establecimiento, de microorganismos en general y bacterias en particular. La
utilizacién de un desinfectante permite limitar o, incluso, hacer desaparecer

completamente la contaminacién causada por los microorganismos.

e Por “agente bactericida téxico” se entiende cualquier agente bactericida que haya
sido clasificado como toxico en el estado de la técnica. Asi, seria un agente capaz
de provocar la muerte de las bacterias pero que al mismo tiempo exhibe una
cierta toxicidad para el ser humano y los animales tras la exposiciéon a dicho
agente. Ejemplos de agentes bactericidas toxicos son: fenoles, metales pesados,
aldehidos y detergentes, particularmente acido mandélico, acido peracético, SDS,
cloruro de cetilpiridinio, Sodio Cocoyl Sarcosinato, Lauril sarcosinato de sodio,

Sodio dodecil difenil éter disulfonato.

Descripcion de las figuras

Figura 1. Actividad antibacteriana de la composiciéon de la invencién en biopeliculas
mono y multiespecificas (el coctel de seis bacterias: Staphylococcus aureus CECT 4468,
Listeria monocytogenes CECT 4032, Enterococcus faecalis S-47, Bacillus cereus CECT
5148, Escherichia coli CCUG 47553 y Salmonella Enteritidis UJ3449) durante 0 min
(control), 5 minutos (T5), 10 minutos (T10), 20 minutos (T20) y 30 minutos (T30) a
temperatura ambiente segun lo determinado por la determinacién del recuento viable

(Logio CFU/mI). En el eje Y se ilustra el Logio CFU/ml y el eje X las muestras.
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Figura 2. Visualizacion de la inactivacion de la biopelicula multiespecifica utilizando el kit
de viabilidad BacLight Live / Dead (Invitrogen) después del tratamiento con la
composicion de la invencion (100% v / v) durante 0 minutos (A, Control), 2 minutos (B), 5
minutos (C) y 10 minutos (D) a temperatura ambiente y resuspension de la biopelicula en
PBS. Todas las imagenes se obtuvieron utilizando microscopio confocal LEICA TCS SP5
Il (objetivo x63) y zoom de 2,5 (Ay D), 1,5(C)y 1 (B).

Figura 3. Fotos de microscopia confocal de biopelicula del cdctel de bacterias tratadas o
no con el compuesto. Izquierda (control, células vivas), centro (tratamiento durante 5
minutos, gran cantidad de células muertas) y derecha (tratamiento durante 10 minutos,

totalidad de células muertas).

Figura 4. La composicion de la invencion adicionada a una concentracion sub-inhibitoria
(1/2 MIC) al coctel de bacterias en TSB permitid la inhibicion de la expresion de genes
que codifican para las bombas de eflujo EfrAB (genes efrA y efrB) y NorE (el gen norE). C
(Control). T (tratado con 2 MIC de la composicion de la invencion). Eje Y (Expresion

relativa normalizada).

Descripcion detallada de la invencién

MATERIAL Y METODOS

Ejemplo 1. Cepas y condiciones de crecimiento bacteriano.

En la presente invencion se usaron Staphylococcus aureus CECT 4468, Listeria
monocytogenes CECT 4032, Enterococcus faecalis S-47, Bacillus cereus CECT 5148,
Escherichia coli CCUG 47553 y Salmonella Enteritidis UJ3449. Las cepas se cultivaron
en Tryptone Soya Broth (TSB) (Fluka, Madrid, Espafia) a 37°C durante 24 horas. Los
cultivos se mantuvieron en 20% de glicerol a -20°C y -80°C para almacenamiento a corto

y largo plazo, respectivamente.

Ejemplo 2. Efecto de la composicion de la invencion sobre el crecimiento de

células plancténicas.

Para determinar la concentracion minima inhibitoria (MIC) y la concentracion minima de

bactericida (MBC) de la composicion de la invencién (6% de H202, 4.25% de acido lactico
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y 25 mM de EDTA), se utilizé el método de microdilucion en caldo. Durante la noche, los
cultivos bacterianos cultivados en caldo TSB a 37°C durante 24 horas se diluyeron 1/10
(v/v) en caldo TSB fresco y se agregaron 20 pl a cada pocillo de las placas de
microtitulacion de 96 pocillos. Posteriormente, se agregaron 180 pl de caldo TSB
suplementado con la composicion de la invencion a diferentes concentraciones (0.25-
50%, v/v). Las placas se incubaron a 37°C en condiciones aerobias durante 24 horas y se
evaluo el crecimiento bacteriano por la presencia de turbidez. Los pocillos que exhibieron
la ausencia de turbidez se sometieron a determinacion de recuento de viables (UFC/ml)
mediante la siembra de las muestras (10 pl) en placas de agar triptona Soja (TSA).
Posteriormente las placas se incubaron a 37°C durante 24 horas. La MIC se definié como
la concentracion mas baja de la composicién de la invencién que inhibe el crecimiento
visible y la MBC se definid6 como la concentracion mas baja de la composicion de la

invencion que mata las bacterias (99%). Cada experimento fue hecho por triplicado.

Ejemplo 3. Determinacion de la actividad anti-biopelicula.

Las propiedades anti-adherencia de la composicion de la invencion a diferentes cepas
bacterianas (S. aureus CECT 4468, L. monocytogenes CECT 4032, E. faecalis S-47, B.
cereus CECT 5148, E. coli CCUG 47553 y S. Enteritidis UJ3449) y el céctel de todas las
cepas se ensayaron en placas de microtitulacién. Durante la noche, los cultivos
bacterianos cultivados en caldo TSB a 37°C durante 24 horas se diluyeron 1/10 (v/v) en
caldo TSB fresco y se agregaron 20 ul a cada pocillo de las placas de microtitulacion de
96 pocillos. Posteriormente, los pocillos se completaron con 180 ul de caldo TSB
suplementado con la composicién de la invencion a concentraciones sub-MIC (1/2 MIC
de la composicién de la invencion para cada cepa hasta el 20% de la composicién de la
invencion, v/v). Los controles sin la composicion de la invencion consistieron en 180 ul de
caldo TSB. Las placas se incubaron a 37°C en condiciones aerobias durante 24 horas y
los pocillos se lavaron con tampodn fosfato salino (PBS). La actividad anti-biopelicula de la
composicion de la invencidn se determiné tifiendo los pocillos lavados con 100 ul de
cristal violeta al 1% (p/v) que se incubaron a temperatura ambiente durante 15 minutos.
Posteriormente, se determind la absorbancia a 590 nm usando un lector de microplacas
(lector de absorbancias de microplacas iMark, instrumento Bio-Rad). El porcentaje de
inhibicién de la formacién de biopeliculas se determiné usando la siguiente férmula como

se describe por Zmantar et al. (2017):

DO: densidad optica.
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DO Control - DO Muestra

X100
DO Control

Ejemplo 4. Efecto antimicrobiano de la composicion de la invencién sobre la

biopelicula preformada.

Se us6 un inéculo con el 2% de cada bacteria y el coctel de todas las cepas en TSB para
la preparacién de la biopelicula que se cultivd en placas de microtitulacion de 96 pocillos
durante 24 horas 37°C. Después de la incubacién, el caldo de cultivo que contenia
bacterias no adheridas se retir6 y los pocillos se lavaron con PBS estéril. Las biopeliculas
se trataron con la composicion de la invencion durante diferentes periodos de tiempo (5,
10, 15, 20 y 30 minutos) a temperatura ambiente. Después de los tratamientos, se retird
la composiciéon de la invencion y los pocillos se incubaron con 200 pl de caldo
neutralizante D / E (Difco, Barcelona) durante 5 minutos a temperatura ambiente y luego
se lavaron con 200 pl de PBS. Las biopeliculas se resuspendieron en 200 pl de PBS y
luego se sembraron en TSA. Las placas se incubaron a 37°C durante 24 horas para la

determinacion del numero total de UFC/ml.

Ejemplo 5. Evaluaciéon microscoépica del efecto de la composicion de la invencién

en la biopelicula.

La obtencion de imagenes de la biopelicula tratada con la composicion de la invencion se
realizé utilizando LIVE/DEAD BacLight ™ (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE.
UU) y un microscopio de escaneo laser confocal (LEICA TCS-SP5 Il, Mannheim,
Alemania) equipado con Plan-Apochromat 63x / 1.4 objetivo. Después de cultivar la
biopelicula en una placa de microtitulacion (200 pl) como se describié anteriormente,
algunos pocillos no se trataron con la composicién de la invencion (control) y los otros se
sometieron a tratamiento con la composicién de la invencion durante 5 y 10 minutos a
temperatura ambiente, se lavaron con PBS estéril y se resuspendieron en 50 pl de PBS.
Posteriormente, 20 ul de las suspensiones (control y tratamiento con la composicién de la
invencion) fueron completadas con 0,5 pl de tincion LIVE/DEAD y posteriormente se
colocaron en un portaobjetos de vidrio y se obtuvieron imagenes usando un microscopio

de escaneo laser confocal.
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Ejemplo 6. Efecto de la concentracion sub-inhibitoria de la composiciéon de la

invencion sobre la resistencia a la biopelicula.

Se afnadié (o no) 1/2 MIC de la composicién de la invencion en caldo TSB (2 ml) al céctel
de las seis cepas bacterianas (2%) y posteriormente se incubaron durante 18 horas a
37°C en tubos y también en placas de microtitulacion de 12 pocillos para formacion de
biopeliculas. La extraccion de ARN se realizo a partir de cultivos bacterianos planctonicos
y también de biopeliculas multiespecie utilizando el kit de ARN Direct-zol ™ (Zymo

Research, EE. UU) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Ejemplo 7. Analisis estadistico.

Todos los analisis se realizaron por ftriplicado. Los analisis estadisticos se realizaron
utilizando el programa Excel 2007 (Microsoft Corporation, Redmond, Washington, EE.
UU). Para determinar los promedios y las desviaciones estandar. La evaluacion
estadistica de la inhibicion del desarrollo de biopeliculas se realizé por analisis de
varianza (ANOVA) usando el software Statgraphics Centurion XVI (Statpoint Technologie,
Warrenton, Virginia, EE. UU). El mismo software se usd para realizar las pruebas de
Shapiro-Wilk y Levene para verificar la normalidad de los datos y realizar el contraste
multiple de Tukey bilateral para determinar las diferencias por pares entre las cepas,

donde el nivel de significancia se establecié en el valor P de <0.05.

RESULTADOS

Ejemplo 8. Actividad antimicrobiana de la composicién de la invencion en cultivos

planctoénicos.

La Tabla 1 muestra el efecto antimicrobiano que ejerce la composicion de la invencién
sobre el crecimiento de las células plancténicas de cada bacteria y también sobre el
céctel de todas las bacterias ensayadas. La Tabla 1 muestra la determinacién de la
Concentracion Inhibidora Minima (MIC) y Concentracion Bactericida Minima (MBC) de la

composicion de la invencion.
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Tabla 1
Cepas MIC de HLE (%, v/v) MBC de HLE (%, v/v)
E. faecalis S-47 0.25 0.25
L. monocytogenes CECT 0.15 0.2
4032 0.4 0.4
S. aureus CECT 4468 0.3 0.5
B. cereus CECT 5148 0.3 0.5
E. coli CCUG 47553 0.3 0.4
S. Enteritidis UJ3449 0.3 0.5

Cocktail

Se detectd una alta susceptibilidad de las cepas bacterianas plancténicas ya que
exhibian MIC muy bajas que variaban de 0.15% a 0.4% de la composicion de la invencion
(v/v) siendo L. monocytogenes CECT 4032 y E. faecalis S-47 las cepas mas susceptibles.
Sin embargo, S. aureus CECT 4468 fue menos susceptible que otras especies y también
el coctel. En cuanto a los valores de MBC, fueron muy similares, oscilando entre 0.2% vy
0.5% de la composicion de la invencion (v/v). En este sentido, la composicion de la
invencion fue efectiva contra bacterias Gram-positivas y Gram-negativas y ademas frente
al coctel hecho con las seis bacterias ya que también fue eliminado a la vista de la baja

concentracion de la composicion de la invencion (0.5%).

Ejemplo 9. Inhibicion de la formaciéon de biopeliculas por la composicion de la

invencion.

Se logré una fuerte inhibicion del desarrollo de biopeliculas usando la composicién de la
invencién para cada cepa y para el céctel bacteriano. Los resultados obtenidos mostraron
que se logré el 80-91% de la inhibicion de la biopelicula en desarrollo para cepas
individuales y también el coctel (Tabla 2). Ademas, el uso de 1/2 MIC de la composicién
de la invencion permitié una inhibicion del 33-50% del desarrollo de la biopelicula (Tabla
2). Estos resultados indicaron que la composicién de la invencion inhibid la adherencia

bacteriana al poliestireno (Tabla 2).
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Tabla 2
Cepas Inhibicién del desarrollo de las biopeliculas (%*DS*)
1/2MIC de HLE (%, v/v) MIC de HLE (%, v/v)
E. faecalis S-47 36 + 0.04° 87 +0.10¢
L. monocytogenes CECT 48 + 0.05° 85+ 0.062
4032 50 + 0.04° 91 £ 0.02°
S. aureus CECT 4468 33+0.01° 80 + 0.02°
B. cereus CECT 5148 46 + 0.02° 90 £ 0.01°
E. coli CCUG 47553 49 + 0.04° 85+ 0.30°
S. Enteritidis UJ3449 47 +0.02° 83 +£0.01°

Cocktail

DS, desviacion estandar de tres experimentos independientes.
*Cada letra minuscula diferente representa diferencias significativas segun el HSD de
Tukey entre las cepas (p <0.05).

Ejemplo 10. Evaluacion del efecto antimicrobiano de la composicion de la

invencion en biopeliculas.

Las biopeliculas preformadas de diferentes cepas bacterianas en placas de
microtitulacion se sometieron al efecto antimicrobiano de la composiciéon de la invencion
durante varios tiempos de contacto (5, 10, 15, 20 y 30 minutos). Los resultados obtenidos
mostraron el efecto bactericida total de la composicién de la invencion contra todas las
cepas bacterianas y también el coctel después de todos los tiempos de contacto que
varian de 5 a 30 minutos (ver Figura 1). Ademas, la microscopia confocal revelé que la
composicion de la invencion tenia un fuerte efecto sobre la biopelicula multiespecie ya
gue no se detectaron células viables de las biopeliculas tratadas con la composicion de la
invencion (5 y 10 minutos) dentro de la matriz de la biopelicula (ver Figura 2 B-D), en
comparacion con controles no tratados con la composicion de la invencién (ver Figura 2

A). Sin embargo, se visualizaron células muertas (ver Figura 2 C y D).

Ejemplo 11. La composicion de la invencion inhibe las bombas de eflujo.

La composicion de la invencion es capaz de inhibir las bombas de eflujo que actian como
mecanismos de resistencia inespecifica en las bacterias (particularmente bombas de

eflujo EfrAB y NorE). Esto se demuestra en la presente invencién mediante analisis de la

expresion de dichos genes en el céctel de las bacterias estudiadas en ausencia y
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presencia de bajas concentraciones del compuesto (1/2 MIC). La composicién de la
invencion adicionada a una concentracion sub-inhibitoria (1/2 MIC) al coctel de bacterias
en TSB permiti6 la inhibicion de la expresion de genes que codifican para las bombas de
eflujo EfrAB (genes efrA y efrB) y NorE (el gen norE) tal y como se muestra en la Figura
4. Esta inhibicion de las bombas de eflujo reduce la diseminacion de patégenos
resistentes a los diferentes antimicrobianos. Asi, se evita el desarrollo de biopeliculas con
mayor resistencia a los antimicrobianos. En la Figura 4 se ve claramente que la
aplicacion de la composicion de la invencién a una concentracion sub-inhibitoria del
crecimiento (1/2 MIC) tiene una baja expresion de los genes codificadores de las bombas
de eflujo EfrAB y NorE, las cuales juegan un papel importante en la resistencia intrinseca
e inespecifica a los diferentes agentes antimicrobianos (antibidticos y biocidas). Por lo
tanto, por un lado, gracias a la accion inhibitoria de las bombas de eflujo, la composicion
de la invencion permite potenciar la accion antimicrobiana de los dos agentes
bactericidas (acido lactico y peréxido de hidrogeno) al bloquear uno de los mecanismos
de defensa bacteriana, permitiendo asi restaurar la actividad antimicrobiana de diversos
compuestos antimicrobianos que han perdido su actividad debido a la presencia de
bombas de eflujo. Por otra parte, el uso de la composicioén de la invencion, al bloquear o
inhibir las bombas de eflujo, reducira la emergencia existente relativa a la existencia de
bacterias multirresistentes a los antimicrobianos. Actualmente, las bombas de eflujo
representan unas dianas muy atractivas para reducir la diseminacion de la resistencia a
los antimicrobianos (antibiéticos y biocidas). Particularmente, el mecanismo mediante el
cual se cree que el EDTA promueve la inhibicion de la bomba de eflujo es mediante el
secuestro de los iones de calcio, asi, no puede producirse la hidrélisis del ATP y no
puede ponerse en funcionamiento las bombas de exporte de la familia de los

transportadores ABC, como es el caso de la bomba de exporte EfrAB.
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REIVINDICACIONES

. Composicion que comprende:

a. 3-6% de peroxido de hidrégeno;

b. 2.2-4.4% de acido lactico;

c. 12.5-25 mM de EDTA;
caracterizada por no comprender cualquier agente téxico seleccionado de la lista
que comprende: fenoles, metales pesados, aldehidos, detergentes, acido
mandélico, acido peracético, SDS, cloruro de cetilpiridinio, Sodio Cocoyl

Sarcosinato, Lauril sarcosinato de sodio y/o Sodio dodecil difenil éter disulfonato.

. Composiciodn, segun la reivindicacion anterior, que comprende:

a. 6% de peroxido de hidrégeno.
b. 4.25% de &cido lactico.
c. 25 mM de EDTA.

. Método para la eliminacion de biopeliculas conformadas por al menos una

bacteria, presentes en cualquier superficie o utensilio, que comprende la

aplicacion de la composicion de las reivindicaciones 1 a 2.

. Método, segun la reivindicacion 3, donde la composicion se aplica a la biopelicula

al menos durante 2 minutos, preferentemente durante 5-15 minutos.

. Método, segun las reivindicaciones 3 o 4, donde las bacterias que conforman la

biopelicula son: Staphylococcus aureus CECT 4468, Listeria monocytogenes
CECT 4032, Enterococcus faecalis S-47, Bacillus cereus CECT 5148, Escherichia
coli CCUG 47553 y Salmonella Enteritidis UJ3449.

. Uso de la composicién de las reivindicaciones 1 a 2 como desinfectante de

cualquier tipo de utensilio o superficie.

. Uso, segun la reivindicacion 6, para la eliminacion de biopeliculas conformadas

por al menos una bacteria.

. Uso, segun las reivindicaciones 6 o 7, donde la composicion se aplica a la

biopelicula al menos durante 2 minutos, preferentemente durante 5-15 minutos.
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9. Uso, segun las reivindicaciones 6 a 8, donde las bacterias que conforman la
biopelicula son: Staphylococcus aureus CECT 4468, Listeria monocytogenes
CECT 4032, Enterococcus faecalis S-47, Bacillus cereus CECT 5148, Escherichia
coli CCUG 47553 y Salmonella Enteritidis UJ3449.

10. Composicién, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, para ser usada en el
tratamiento de pacientes aquejados de infecciones bacterianas y/o de

intoxicaciones causadas por metales pesados.

11. Composiciéon para ser usada, segun la reivindicacion 10, donde la bacteria se
seleccionada de la lista que comprende: Staphylococcus aureus CECT 4468,
Listeria monocytogenes CECT 4032, Enterococcus faecalis S-47, Bacillus cereus
CECT 5148, Escherichia coli CCUG 47553 y Salmonella Enteritidis UJ3449.
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